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Capitolo 1
Introduzione
I successi ottenuti nel campo delle nanoscienze e delle nanotecnologie hanno
portato ad applicazioni nei piu` diversi campi dell’attivita` umana (Peniche and
Peniche, 2011). La miniaturizzazione dei sistemi a dimensioni nanometriche
infatti fa aumentare enormemente le loro potenzialita`. La chiave di svolta
delle proprieta` uniche dei nanomateriali risiede nelle loro dimensioni, nelle
loro caratteristiche superficiali e nelle interazioni interparticellari.
L’ applicazione delle nanotecnologie in medicina e` definita nanomedicina, la
quale e` stata definita come “il processo di diagnosi, trattamento e prevenzione
delle malattie e dei traumi, di attenuamento del dolore, di miglioramento del-
la salute umana, utilizzando strumenti molecolari e la conoscenza molecolare
del corpo umano”. Inizialmente la nanomedicina si e` occupata principalmente
di due settori: lo sviluppo di nuovi sistemi diagnostici; e di nuovi sistemi di
rilascio di farmaci. I nanosistemi farmaceutici piu` utilizzati sono: nanoparti-
celle organiche (a base di dendrimeri e polimeri), o costituite da complessi di
materiale organico ed inorganico, liposomi, o nanoparticelle a base di proteine
e peptidi.
Le nanoparticelle sono particelle solide colloidali con diametro da 1 a 1000
nm. Si possono distinguere in nanosfere e nanocapsule. Le nanosfere hanno
una struttura monolitica nella quale il farmaco e` disperso nella matrice po-
limerica o adsorbito sulla superficie. Le nanocapsule hanno una struttura
membranosa con il farmaco intrappolato nel nucleo o adsorbito sulla superficie
esterna. La matrice polimerica puo` avere origine naturale o sintetica. I poli-
meri naturali sono preferiti grazie alla loro biocompatibilita`, biodegradabilita`
e non tossicita`.
Il chitosano (figura 1) e` un polisaccaride cationico con eccellenti qualita`
biologiche: e` biocompatibile, biodegradabile, mucoadesivo e non tossico e ha
attivita` antimicrobiche, antivirali ed immunoadiuvanti. Da un punto di vista
chimico il chitosano e` un polisaccaride naturale composto essenzialmente da
D-Glucosammina e N-Acetil-D-Glucosamina, legate tramite legami β (1→4).
Il chitosano non si trova facilmente in natura ma e` generalmente ottenuto dalla
















Figura 1: Struttura del chitosano.
acetilglucosammina, legate tra di loro con un legame di tipo β (1→4). La
chitina e` presente nel guscio di crostacei e molluschi, nella parete cellulare dei
funghi e nella cuticola degli insetti. La microstruttura del chitosano dipende
da come viene effettuata la reazione di deacetilazione della chitina, che puo`
avvenire in condizioni eterogenee o omogenee. Questa differenza strutturale
e` molto importante nel determinare alcune proprieta` del chitosano, come la
solubilita`. Il chitosano ottenuto in condizioni eterogenee, non e` solubile in
acqua, sebbene diventi solubile a pH acido; mentre il chitosano ottenuto in
condizioni omogenee risulta solubile in acqua. Per questo e` possibile trovare in
commercio un elevato numero di tipi di chitosano che differiscono tra loro per
il peso molecolare ed il grado di deacetilazione. Inoltre il chitosano puo` essere
chimicamente modificato grazie alla presenza sulla sua unita` di ripetizione di
gruppi –NH2 e –OH dando luogo alla formazione di numerosi derivati che
vengono utilizzati per preparare formulazioni versatili Il legame glicosidico
del chitosano e` emiacetalico e pertanto non e` stabile ed in ambiente acido
puo` essere idrolizzato, con conseguente diminuzione della viscosita` e del peso
molecolare (PM).
Il chitosano e` degradato dai lisozimi nel siero e dalla lipasi, un enzima pre-
sente nella saliva e nei fluidi gastrici e pancreatici. I prodotti della degradazione
enzimatica del chitosano non sono tossici. Inoltre e` stato riscontrato che il chi-
tosano aumenta la permeabilita` delle membrane cellulari, sia in vitro che in
vivo. Da un punto di vista biofarmaceutico, il chitosano ha la potenzialita` di
aumentare l’assorbimento dei farmaci prolungando il tempo di residenza dei
sistemi di rilascio ai siti di assorbimento ed ha la capacita` di aprire le giunzioni
strette delle membrane cellulari. Inoltre ha attivita` antimicrobiche, antivirali
ed antitumorali.
Tutte queste interessanti proprieta` del chitosano e dei suoi derivati han-
no suggerito il loro impiego in numerose applicazioni: in compresse, film, e
microparticelle per il rilascio di farmaci. Le tecnologie impiegate per prepa-
rare microparticelle di chitosano per incapsulare farmaci sono: la gelificazione
ionotropica, lo spray drying, la coacervazione semplice e complessa. E’ bene
precisare che non tutte le tecniche usate per ottenere microparticelle, possono
essere applicate per la preparazione delle nanoparticelle.
A differenza delle microparticelle le nanoparticelle hanno una elevata mo-
bilita` proprio grazie alle loro piccoli dimensioni e possono facilmente entrare
1.1 Preparazione delle nanoparticelle di chitosano 3
nelle cellule accumulandosi nei siti di azione del farmaco.
I farmaci incapsulati nelle nanoparticelle possono essere rilasciati per de-
gradazione ed erosione del chitosano. Le velocita` di degradazione e di erosione
possono dipendere dalle caratteristiche del chitosano utilizzato, quali PM e
grado di deacetilazione, per questo e` possibile modulare la velocita` di rilascio
scegliendo opportunamente il tipo di chitosano. Le cariche positive del chito-
sano, conferiscono alle nanoparticelle una densita` di carica positiva superficiale
che influenza l’internalizzazione delle nanoparticelle nelle cellule. Il chitosano
viene utilizzato maggiormente come carrier di farmaci al fegato, al polmone e
al colon.
1.1 Preparazione delle nanoparticelle di
chitosano
I metodi adoperati per la preparazione di nanoparticelle di chitosano tengono
conto della naturale tendenza delle nanoparticelle all’agglomerazione dovuta
alla loro elevata energia libera superficiale. Per la preparazione di nanopar-
ticelle di chitosano sono state utilizzate varie tecniche, ma la scelta di una
particolare tecnica deve considerare la natura del farmaco da incapsulare, il
tipo di sistema di rilascio, la via di somministrazione ed il sito a cui deve essere
indirizzato il farmaco. I metodi utilizzati per preparare nanoparticelle di chi-
tosano sono: la reticolazione ionotropica, la coacervazione, tecniche di emul-
sione e microemulsione, e l’auto-assemblaggio di chitosano idrofobicamente
modificato.
1.1.1 Reticolazione ionotropica
La reticolazione ionotropica consiste nella formazione di legami ionici tra chi-
tosano e contro-ioni multivalenti come Fe(CN)4−6 , Fe(CN)
3−
6 , citrato e sodio
tripolifosfato (TPP). Il procedimento e` molto semplice, viene effettuato in
ambiente acquoso e non prevede l’impiego di solventi organici. Le nanopar-
ticelle possono essere ottenute attraverso l’addizione di una soluzione diluita
di chitosano ad una di TPP o viceversa, sotto agitazione. Le dimensioni del-
le nanoparticelle dipendono fortemente dalla concentrazione sia del chitosano
che del TPP. Questa tecnica fu riportata per la prima volta nel 1998 per la
preparazione di nanoparticelle di chitosano, di chitosano e polietilen ossido
e di chitosano, polietilen ossido e polipropilen ossido. Nanoparticelle di chi-
tosano furono ottenute per concentrazioni di chitosano superiori a 2.8 g/L e
concentrazioni di TPP comprese tra 0.21 e 0.43 g/L. La dimensione e la carica
superficiale delle particelle poteva essere modificata variando il rapporto tra
chitosano e TPP.
Questa tecnica e` stata riportata molto spesso in letteratura. I principali
aspetti problematici di questa tecnica sono la bassa stabilita` della dispersione
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colloidale, che puo` richiedere l’aggiunta di stabilizzatori e la necessita` di uti-
lizzare soluzioni molto diluite che possono rappresentare un problema quando
e` necessario un grande quantitativo di nanoparticelle.
1.1.2 Coacervazione
La coacervazione e` ottenuta miscelando due polielettroliti di carica opposta.
Il complesso polielettrolita si separa dando luogo a una fase ricca di polimero
che coesiste con una fase molto diluita. Il complesso polielettrolitico prodotto
forma un film insolubile o una barriera che ricopre le particelle. Con questa
tecnica sono state preparate nanoparticelle di chitosano e poli(acido acrilico)
aggiungendo goccia a goccia una soluzione diluita di chitosano ad una di po-
li(acido acrilico) e viceversa sotto agitazione magnetica. In entrambi i casi
si sono formate nanoparticelle con una struttura avente un cuore ed un gu-
scio esterno, ma le microfotografie delle nanoparticelle secche hanno rivelato
una struttura solida che si otteneva quando il chitosano veniva gocciolato nella
soluzione di poli(acido acrilico) mentre le nanoparticelle erano cave quando ve-
nivano preparate gocciolando poli(acido acrilico) nella soluzione di chitosano.
Anche il potenziale zeta dipendeva dal metodo di preparazione. Nanopar-
ticelle con carica superficiale positiva erano ottenute gocciolando poli(acido
acrilico) nella soluzione di chitosano, mentre avevano carica negativa quando
si aggiungeva chitosano alla soluzione di poli(acido acrilico).
La coacervazione cos`ı come la gelificazione ionotropica, e` un metodo blan-
do e proficuo per ottenere nanoparticelle, ma e` necessario partire da soluzio-
ni molto diluite e controllare il pH attentamente durante la preparazione, la
purificazione e la conservazione per evitare l’aggregazione. Il peso molecola-
re del chitosano ed il grado di deacetilazione, la stechiometria della miscela
di reazione e l’ordine di addizione influenzano molto la composizione delle
nanoparticelle, la loro carica superficiale e la loro stabilita`.
1.1.3 Microemulsione
La microemulsione si forma sospendendo una soluzione acquosa di chitosano
contenente il farmaco in una fase continua oleosa, costituita da un solvente
organico (n-esano, isoottano) e da un tensioattivo, sotto continua agitazione
in modo da evitare intorbidimento. Successivamente si aggiunge il reticolante,
sotto continua agitazione ed il solvente organico viene evaporato. La massa
secca ottenuta non deve contenere il tensioattivo che viene eliminato lavan-
do la massa con una soluzione di acqua-acetone (20% v/v) e poi distillando,
oppure risospendendo il pellet in acqua ed aggiungendo un sale che faccia pre-
cipitare il tensioattivo. In quest’ultimo caso la dispersione viene dializzata e
poi liofilizzata per ottenere la polvere secca. Con questo metodo si ottengono
nanoparticelle di dimensioni inferiori a 200 nm con una distribuzione dimensio-
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nale molto stretta. Il principale svantaggio di questa tecnica e` l’uso di solventi
organici e la complessita` dello step di lavaggio.
1.1.4 Auto-assemblaggio di chitosano modificato
idrofobicamente
Sono state ottenute nanoparticelle a base di chitosano modificato chimicamente
introducendo gruppi idrofobici sulle catene di chitosano. Sono state prepara-
te nanoparticelle a base di glicol chitosano idrofobicamente modificato come
trasportatori di paclitaxel. In una soluzione tampone a pH 7.4 i coniugati
del chitosano formano spontaneamente nanoparticelle di dimensioni inferio-
ri a 200 nm e mostrano una elevata stabilita` termodinamica. Questo tipo
di nanoparticelle presentano un nucleo idrofobo ed un involucro idrofilo, per
questo possono essere usate sia come carriers di farmaci idrofili che idrofobi.
L’involucro idrofilo riduce notevolmente la fagocitosi da parte dei macrofagi.
1.2 Applicazione delle nanoparticelle di
chitosano
1.2.1 Somministrazione orale
La via di somministrazione orale e` la via piu` utilizzata per somministrare far-
maci, sebbene possa avere seri inconvenienti per farmaci peptidici e proteici.
Infatti durante il transito attraverso il tratto gastrointestinale i farmaci protei-
ci sono esposti a degradazione enzimatica, inoltre devono superare le barriere
rappresentate dal muco e dagli epiteli. Questo fa s`ı che la loro biodisponibi-
lita` quando somministrati per via orale sia molto bassa. L’uso di nanoparti-
celle polimeriche per incapsulare farmaci peptidici e proteici rappresenta un
approccio promettente per per proteggere i peptidi e le proteine incapsulati
dalla degradazione enzimatica. Inoltre e` stato dimostrato che nanoparticelle
di dimensioni inferiori a 500 nm possono passare attraverso lo strato di muco
intestinale e possono essere internalizzate dalle cellule epiteliali per endocitosi.
Le nanoparticelle di chitosano hanno il vantaggio di essere mucoadesive, que-
sto fa s`ı che aumenti il loro tempo di residenza nell’intestino aumentando di
conseguenza la biodisponibilita` del farmaco. Inoltre chitosano e` un promotore
di assorbimento: apre le giunzioni strette tra le cellule epiteliali aumentando
il trasporto del farmaco attraverso la mucosa epiteliale.
1.2.2 Somministrazione nasale e polmonare
La via polmonare e nasale hanno attratto molta attenzione come vie alter-
native per la somministrazione di peptidi e proteine poiche´ i farmaci sommi-
nistrati per queste vie sono soggetti ad una minore degradazione enzimatica
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intercellulare ed extracellulare. Il chitosano si e` mostrato un buon promotore
dell’assorbimento nasale dell’insulina in ratti e pecore. E` stato dimostrato che
nanoparticelle di chitosano trasportano in modo efficace l’insulina attraverso
la mucosa nasale. Tuttavia si e` visto che la miscela di chitosano e insulina ha
una biodisponibilita` maggiore delle nanoparticelle di insulina.
1.2.3 Somministrazione oculare
Il problema principale della terapia oculare convenzionale e` il basso tempo di
residenza del farmaco nell’area oculare, il farmaco viene drenato via e sono
necessarie instillazioni frequenti. Le nanoparticelle sembrano essere un veicolo
promettente per formulare nuovi sistemi a rilascio controllato per aumentare
la biodisponibilita` oculare di farmaci. E` stato dimostrato che nanoparticelle
di chitosano penetrano facilmente nelle cellule epiteliali congiuntivali e sono
ben tollerate sulla superficie oculare nei conigli. Piu` recentemente sono state
preparate nanoparticelle a base di acido ialuronico e chitosano, che hanno una
bassa tossicita`, hanno la capacita` di entrare nelle cellule corneali per endocitosi
mediata dal recettore CD44. Questi nanosistemi si sono mostrati particolar-
mente adatti per il rilascio di farmaci idrofili e lipofili ad anche di polinucleotidi
sulla superficie dell’occhio.
1.2.4 Terapia genica
Come carriers genetici, i virus hanno lo svantaggio di avere una bassa velocita`
di transfezione, di avere elevata citotossicita` e spesso causano una risposta
immunitaria. Come carrier non virale, il chitosano ha una eccellente biocom-
patibilita` che ha portato all’applicazione di nanoparticelle di chitosano nella
terapia genica. E` stato dimostrato che per preparare nanoparticelle di chi-
tosano e siRNA stabili e` necessario utilizzare un chitosano di elevato peso
molecolare e grado di deacetilazione.. Le nanoparticelle cos`ı formate non solo
venivano facilmente adsorbite sulla superficie delle cellule aumentando cos`ı la
probabilita` di essere internalizzate, ma potevano anche proteggere l’attivita` di
siRNA durante la transfezione cellulare.
1.2.5 Carrier di farmaci antitumorali
Il chitosano stesso ha attivita` antitumorale e la sua carica positiva puo` inte-
ragire con la carica negativa sulla superficie delle cellule tumorali, risultando
in un assorbimento selettivo. Percio` le nanoparticelle di chitosano possono au-
mentare la concentrazione del farmaco al sito tumorale per esplicare l’effetto
terapeutico.
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1.3 Metabolismo delle nanoparticelle di
chitosano in vivo
Le nanoparticelle sono riconosciute come materiale estraneo in vivo e sono as-
sorbite dagli anticorpi generati nel corpo umano. Le proteine plasmatiche, le
lipoproteine, le immunoproteine vengono assorbite dalle nanoparticelle, acce-
lerando la riorganizzazione del sistema reticolo-endoteliale. Le nanoparticelle
vengono fagocitate dai macrofagi ed eliminate dalla circolazione. Il legame tra
macrofagi e nanoparticelle si forma a causa dell’adsorbimento delle proteine
plasmatiche sulla superficie delle nanoparticelle. La capacita` delle nanoparti-
celle di adsorbire le proteine del plasma e` determinata dalla carica superficiale
delle nanoparticelle. Nanoparticelle polari cos`ı come quelle anfifiliche o idrofile
sono fagocitate meno dai macrofagi e rimangono piu` a lungo nella circolazione
in vivo. Le nanoparticelle di chitosano cariche di farmaco sono decomposte,
in vivo, in chitosano e farmaco libero. I farmaci si dirigono ai tessuti ed en-
trano nelle cellule, generando gli effetti terapeutici. Il chitosano e` degradato
principalmente mediante catalisi da parte dei lisozimi e dagli enzimi batterici
nel colon. Il chitosano assorbito nel sangue e` eliminato dal rene ed il resto
e` eliminato tramite le feci. Il grado di deacetilazione ed il peso molecolare
influenzano la velocita` di degradazione del chitosano in vivo.
1.4 Cellule EPC
Le cellule progenitrici endoteliali (Endothelial Progenitor Cells, EPC) sono
state descritte per la prima volta da Asahara e collaboratori nel 1997. Que-
sto primo articolo, a cui e` seguita una letteratura sempre piu` vasta, definiva
le EPC come cellule circolanti derivanti dal midollo osseo, che mostrano un
fenotipo endoteliale dopo la coltura e sono richiamate ai siti di danno vasco-
lare dove contribuiscono alla rivascolarizzazione di aree ischemiche. Questa
scoperta dimostro` che il processo di vasculogenesi poteva verificarsi, oltre che
durante l’embriogenesi, anche nell’individuo adulto e porto` ad un nuovo con-
cetto di neovascolarizzazione post-natale secondo cui la vasculogenesi (processo
di formazione e maturazione di nuovi vasi sanguigni) e l’angiogenesi (sviluppo
di un nuovo circolo capillare) possono svolgere un ruolo sinergico nel processo
di rigenerazione e riparazione endoteliale.
Gli studi successivi hanno confermato che le EPC svolgono un importan-
te ruolo nell’omeostasi vascolare e sia il loro numero che la loro funzionalita`
possono essere influenzate dalla presenza di fattori di rischio cardiovascolari.
Definizione delle EPC: Le EPC vengono definite come cellule mononuclea-
te derivanti da sangue periferico o da midollo osseo, le quali aderiscono alle
molecole della matrice, come la fibronettina, e sono capaci di proliferare, mi-
grare e differenziare in cellule endoteliali mature, ma non ne possiedono ancora
le caratteristiche.
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Le EPC sono caratterizzate dalla duplice positivita` sia al legame della lec-
tina che all’incorporazione di lipoproteine acetilate a bassa densita` (acLDL).
Inoltre, sono state definite come cellule positive sia ai marcatori di cellule sta-
minali ematopoietiche, come CD34, sia ad un marcatore proteico endoteliale,
come VEGFR2. Poiche´ il CD34 e` espresso a bassi livelli anche su EC mature,
studi successivi hanno utilizzato marcatori di cellule staminali ematopoietiche
immature, come il CD133, conosciuto anche come prominina. Le EPC durante
la maturazione e la differenziazione perdono l’espressione del CD133. Tale per-
dita riflette la trasformazione delle EPC in cellule endoteliali mature. Ad oggi
non si sa ancora a che livello le EPC iniziano a perdere il marcatore CD133;
molto probabilmente cio` avviene durante la migrazione dal midollo al circolo
sistemico, oppure piu` tardi durante la loro circolazione nel torrente ematico.
Sulla base di quanto detto, le EPC possono essere approssimativamente
suddivise in tre classi collegate tra loro. Una classe e` rappresentata dalle EPC
che derivano dall’emangioblasto, positive per CD133/CD34/VEGFR2.
Le EPC primarie sono rappresentate dalle cellule derivanti dal midollo os-
seo ed entrate subito dopo nel torrente circolatorio. Queste presentano una
forma affusolata e fenotipo CD133+/−/ CD34+/VEGFR2+/CD31+/CD14−/
VE-caderine−/ eNOS− ed una limitata capacita` proliferativa, con un picco
di crescita in coltura a 2-3 settimane e successiva morte alla 4 settimana di
coltura.
Le EPC tardive invece presentano fenotipo CD133−/CD34+/ VEGFR2+/
CD31+/ VE-caderine+/ eNOS+ e cominciano ad esprimere il fattore di von
Willebrand. Queste cellule compaiono dopo 2-3 settimane di coltura e presen-
tano una maggiore capacita` proliferativa fino a 12 settimane.
La scoperta dell’espressione del marcatore mielo-monocitico CD14 su EPC
circolanti ha confermato l’ipotesi dell’esistenza di un precursore comune per
gli angioblasti e per le cellule ematopoietiche. Gli studi infatti dimostrano che
l’infusione di cellule mononucleate CD34−/CD14+ derivanti da midollo osseo
sono capaci anch’esse di differenziare in un fenotipo endoteliale. A riprova
di cio` abbiamo anche l’aspetto funzionale delle EPC: queste mostrano alcune
proprieta` tipiche sia delle cellule ematopoietiche sia delle cellule endoteliali.
Un importante aspetto funzionale delle EPC e` la loro capacita` di dare origine
ad unita` formanti colonie (CFU), una proprieta` tipica delle cellule di origi-
ne ematopoietica. Le EPC mostrano anche alcune caratteristiche funzionali
tipiche delle cellule endoteliali, tra cui la capacita` di formare vasi capillari e
produrre Ossido Nitrico (NO).
1.4.1 Metodi di isolamento delle EPC
L’isolamento e la differenziazione delle EPC da sangue periferico hanno gran-
de importanza per il loro studio e per la potenziale applicabilita` in aree qua-
li la neovascolarizzazione terapeutica, la riparazione vascolare e l’ingegneria
tissutale.
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I classici metodi di isolamento utilizzati sono due. Il primo prevede l’uso di
colture a breve termine (4-7 giorni) di cellule mononucleate totali ottenute da
sangue periferico (PBMC) in seguito a centrifugazione su gradiente di densita` e
successiva semina su piastre Petri rivestite con fibronettina. Il secondo prevede
l’uso di microsfere magnetiche coniugate ad anticorpi anti-CD133 o anti-CD34
per la selezione di cellule progenitrici attraverso i loro marcatori di superficie.
Dopo l’isolamento, le cellule vengono coltivate in mezzo supplementato
con specifici fattori di crescita, tra cui VEGF, estratto di cervello bovino,
fattore di crescita epidermico (EGF), che facilitano il differenziamento in cellule
endoteliali mature. Dopo l’iniziale adesione in vitro le cellule cominciano a
perdere le loro caratteristiche di progenitrici ed iniziano a differenziare in un
fenotipo endoteliale.
I due metodi sopra citati possiedono la stessa efficienza di isolamento, ma
la tecnica maggiormente utilizzata nei laboratori di ricerca e` quella che prevede
l’uso di sangue intero, poiche´ e` una tecnica semplice e poco costosa rispetto
alla seconda.
1.4.2 Fattori che influenzano la mobilizzazione ed il
numero delle EPC circolanti
Il numero e le attivita` funzionali delle EPC influenzano il mantenimento delle
funzioni endoteliali e la neovascolarizzazione postnatale. Infatti in presenza
di disfunzione endoteliale le EPC vanno ad incorporarsi nell’area del danno
vascolare e differenziandosi forniscono cellule endoteliali per la crescita dei
nuovi vasi. Esse vanno inoltre a stimolare fattori di crescita che attivano le
cellule vicine.
La loro mobilizzazione dal midollo osseo e` un processo complesso, regolato
da diversi enzimi, fattori di crescita e recettori di superficie. Le cellule presenti
nelle zone ischemiche rispondono al danno tissutale rilasciando fattori di cre-
scita e citochine che promuovono il reclutamento delle EPC. Questa risposta
e` principalmente regolata dai fattori di trascrizione indotti dall’ipossia (HIF).
Nelle cellule endoteliali ipossiche HIF-1 induce l’espressione del fattore 1 de-
rivante dalle cellule dello stroma (SDF-1) che a sua volta si lega ai recettori
CXCR4 presenti sulle EPC circolanti inducendo aumento della loro migrazio-
ne, adesione ed homing ai tessuti ischemici. Uno dei principali mediatori della
mobilizzazione delle EPC regolato da HIF-1 e` il VEGF. Questo mediatore,
insieme all’ossido nitrico sintasi endoteliale (eNOS) espressa dalle cellule sta-
minali del midollo osseo, va ad attivare la MMP-9. Questo rappresenta il primo
step del reclutamento delle cellule progenitrici dalle nicchie del midollo osseo.
Recenti studi, infatti, hanno dimostrato che in topi eNOS− e MMP-9−/− la
mobilizzazione delle EPC indotta da VEGF e` notevolmente ridotta.
Studi correlativi hanno dimostrato che il numero e le attivita` funzionali del-
le EPC sono inversamente influenzate dai fattori di rischio cardiovascolare come
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fumo, ipertensione, iperlipidemia, diabete ed eta`, tra soggetti apparentemente
sani e pazienti con patologie cardiovascolari.
Nei soggetti diabetici l’iperglicemia induce una diminuzione della produzio-
ne di NO e dell’attivita` delle MMP-9 che provocano effetti negativi sulle EPC
quali ridotta capacita` proliferativa, di adesione e incorporazione nelle strut-
ture vascolari. Si ha invece un’accelerazione della senescenza delle EPC per
attivazione della proteina chinasi p38. Inoltre gli studi dimostrano che l’espo-
sizione a eccessivi livelli di glucosio induce la produzione delle specie reattive
dell’ossigeno (ROS) con conseguente stress ossidativo. Allo stress ossidativo
concorre anche una diminuzione dei livelli di antiossidanti come la vitamina C
ed E. Nonostante alcuni studi abbiano dimostrato che le EPC hanno un profilo
di enzimi antiossidanti particolarmente ricco rispetto ad altri fenotipi cellula-
ri, l’eccessiva produzione di ROS dovuta all’iperglicemia puo` portare ad un
depauperamento di questi enzimi con conseguente apoptosi cellulare e ridotta
capacita` sia angio- sia vasculogenica di queste cellule. L’eta` sembra influenzare
sia la disponibilita` sia le funzioni delle EPC. La ridotta mobilizzazione delle
cellule progenitrici con l’eta` puo` essere dovuta a difetti nelle nicchie delle cel-
lule staminali del midollo osseo e nella produzione di chemochine (responsabili
appunto del reclutamento di elementi mononucleati durante lo sviluppo di una
lesione aterosclerotica vascolare) e citochine angiogeniche. Inoltre con l’eta` si
ha una diminuzione dei livelli di produzione di VEGF e NO, i quali agiscono
sinergicamente nella mobilizzazione, migrazione, proliferazione e sopravviven-
za di queste cellule. Altri fattori, al contrario, sono associati all’aumento e alla
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mobilizzazione delle EPC come l’infarto acuto del miocardio e l’infarto dell’ar-
to. I traumi vascolari come l’impianto di by-pass, inducono la mobilizzazione
delle EPC in modo rapido ma transitorio. Anche gli estrogeni inducono un
aumento del numero delle EPC tramite vari meccanismi: un meccanismo e-
NOS dipendente; aumento dell’attivita` delle telomerasi ed incremento della
secrezione di VEGF. Infine agenti farmacologici come le statine e gli inibito-
ri dell’enzima di conversione dell’angiotensina (ACE-inibitori) contrastano la
riduzione del numero e delle attivita` funzionali delle EPC.
1.5 Stress ossidativo
Il termine “stress ossidativo” indica l’insieme delle alterazioni che si produ-
cono nei tessuti, nelle cellule e nelle macromolecole biologiche allorche´ queste
rimangono esposte ad un eccesso di agenti ossidanti, sia endogeni (ad es. quelli
prodotti da cellule infiammatorie) che esogeni (tra i quali numerosi tossici am-
bientali). Un corretto bilanciamento tra le sostanze ossidanti ed antiossidanti
(il cosiddetto equilibrio redox) e` essenziale per tutta una serie di funzioni fi-
siologiche, in quanto numerose proteine coinvolte nella catena di trasduzione
intracellulare dei segnali (recettori, chinasi e fosfatasi, fattori di trascrizione)
sono sensibili ad alterazioni di tale equilibrio. Alterazioni di minore entita`
hanno solitamente un significato fisiologico, o meglio di modulazione, mentre
gli squilibri maggiori finiscono facilmente per produrre disfunzioni, danno cel-
lulare, apoptosi o necrosi. Le sostanze ossidanti sono rappresentate dai ROS
che sono il risultato di successive riduzioni monoelettriche fino alla completa
riduzione dell’ossigeno ad H2O e possono essere suddivise in due categorie:
• i radicali liberi dell’ossigeno che contengono un elettrone spaiato
• le specie non radicaliche (ad es. H2O2).
Queste molecole sono caratterizzate dall’avere una elevata reattivita` chimica
che le rende altamente instabili e in grado di ossidare le catene idrocarburiche
degli acidi grassi insaturi, i residui amminoacidici delle proteine, i carboidrati
e le basi azotate degli acidi nucleici. La perossidazione dei lipidi si ha al livello
degli acidi grassi polinsaturi, contenuti in elevate concentrazioni nei fosfolipidi
delle membrane cellulari. Il processo consiste in una serie di reazioni a catena
in cui gli acidi grassi insaturi dei fosfolipidi di membrana si trasformano pro-
gressivamente in radicali liberi, radicali perossidi e perossidi lipidici. Questi
ultimi possono decomporsi facilmente in diverse specie quali alcossidi lipidici,
aldeidi, alcani, epossidi lipidici ed alcool. Stesse modificazioni possono essere
subite dal colesterolo. Tali processi degenerativi fanno s`ı che le membrane
cellulari diventino rigide perdendo cos`ı la loro fluidita` e la loro funzione di
permeabilita` selettiva. Per quanto riguarda le proteine, le reazioni ossidative
provocate dai radicali liberi hanno come conseguenza la proteolisi o la loro ag-
gregazione.Sono state osservate una variazione del punto isoelettrico (causato
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dall’ossidazione dei gruppi –R degli aminoacidi mediante carbonilazione) ed
un’alterazione del peso molecolare (dovuta alla formazione di legami intramo-
lecolari o alla scissione della proteina in frammenti peptidici). Nel caso degli
acidi nucleici, le alterazioni ossidative inibiscono irreversibilmente i processi
di trascrizione, traduzione e replicazione del DNA portando alla prematura
senescenza e alla morte cellulare.
Da quanto sopra esposto si evince che gli effetti dei ROS possono essere
estremamente gravi; lo stress ossidativo e` infatti coinvolto in numerose pa-
tologie come ipertensione, diabete, aterosclerosi, pancreatite acuta, enfisema,




Sistemi nanoparticellari mucoadesivi per la somministrazione di farmaci per
via orale, che e` la via preferita per la somministrazione sistemica di farmaci,
hanno suscitato un diffuso interesse grazie al loro riconosciuto potenziale di
migliorare la biodisponibilita` dei farmaci aventi bassa permeabilita` mucosale
e/o mancanza di stabilita` chimica nell’ambiente gastrointestinale [Du¨nnhaupt
et al. (2011); Ponchel et al. (1997); Sakuma et al. (2002); Sarmento et al.
(2007); Takeuchi et al. (2001)]. L’adesione al muco puo` rallentare il transito
delle particelle attraverso il tratto gastrointestinale, prolungando cos`ı la per-
manenza al sito di assorbimento del farmaco trasportato e realizzando elevati
gradienti di concentrazione attraverso la membrana mucosa per tempi prolun-
gati [Du¨nnhaupt et al. (2011)]. Le nanoparticelle possono anche aumentare la
biodisponibilita` orale dei farmaci proteggendo dalla degradazione il farmaco
intrappolato [Du¨nnhaupt et al. (2011); Sarmento et al. (2007); Sakuma et al.
(2002); Ponchel et al. (1997)]. La considerazione primaria, quando si mira a
preparare nanoparticelle polimeriche mucoadesive, e` il materiale di base, che
si suppone sia un polimero mucoadesivo, biocompatibile e biodegradabile. I
derivati del chitosano con carica positiva sulla loro unita` di ripetizione, sono
i materiali indicati a questo scopo. Nel nostro laboratorio sono stati sintetiz-
zati derivati del chitosano che portano brevi catene pendenti che contengono
un piccolo numero di gruppi ammonici quaternari adiacenti, parzialmente so-
stituiti sulle unita` di ripetizione del chitosano [Zambito et al. (2006)]. Una
relativamente alta frazione di gruppi amminici primari, non sostituiti, rimane
sulla catena del chitosano. Questi gruppi sono disponibili per l’attacco covalen-
te di composti contenenti tioli. Questi tioli, si pensa, che tengano il polimero
aderente all’epitelio reagendo con i tioli del muco epiteliale per formare legami
disolfuro. Questa azione indica che i derivati tiolati del chitosano siano pro-
mettenti materiali di base per la preparazione di nanoparticelle mucoadesive.
Tuttavia, i polimeri ottenuti da (Zambito et al., 2009) sono risutati come tali
inadatti a questo scopo. In effetti la loro gelificazione con tripolifosfato, usata
in passato per ottenere nanoparticelle a partire da chitosano policationico o
N-trimetilchitosano [Sandri et al. (2007)], porto` a particelle oltre il limite delle
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nanodimensioni, possibilmente a causa di un peso molecolare del chitosano di
partenza troppo alto (590 kDa, viscosimetrico).
La presente tesi ha avuto lo scopo di 1) ottenere coniugati chitosano-
ammonio quaternario a partire da chitosano depolimerizzato; 2) studiare gli
effetti delle condizioni di reazione, specialmente la temperatura, sulla struttu-
ra dei prodotti e sulla riproducibilita`; 3) introdurre gruppi tiolici sui suddetti
coniugati per formazione di gruppi ammidici con acido tioglicolico; 4) usa-
re i derivati tiolati risultanti per preparare nanoparticelle stabili di adeguate
dimensioni per gelificazione ionotropica con acido ialuronico depolimerizzato,
che e` un polisaccaride polianionico mucoadesivo contente unita` di acido glucu-
ronico, e reticolazione chimica per formazione di ponti disolfuro inter-catena
derivanti dall’ossidazione dei tioli; 5) caratterizzare le nanoparticelle per le loro
dimensioni e la stabilita` di tali dimensioni, potenziale zeta, citotossicita`, ten-
denza ad essere internalizzate da cellule progenitrici endoteliali, mucoadesivita`
in confronto con i polimeri componenti; 6) fornire una formulazione di agevole
manipolazione delle nanoparticelle per applicazione orale.
2.1 Materiali e Metodi
2.1.1 Materiali
Sono stati utilizzati i seguenti materiali:
• Acido tioglicolico (TGA) (Sigma);
• Acido tioglicolico (TGA) (Sigma);
• fluoresceina isotiocianato (FITC) (Sigma);
• membrane di cellulosa, cut-off 12.5 kDa (Sigma);
• 2-dietilamminoetil cloruro (DEAE-Cl) cloridrato (Fluka);
• Acido ialuronico (HA) PM 950 kDa (Contipro, Doln`ı Dobroucˇ, Czech
Republic);
• Chitosano deacetilato almemo al 90% ottenuto dal guscio di gamberetto
(Ch) (Chitoclear FG90, Primez, Drammen, Norway).
Il Ch commerciale aveva un PM medio viscosimetrico di 590 kDa ed un gra-
do di deacetilazione, determinato tramite IR o NMR, del 90% o 82% [Zambito
et al. (2006)]. Prima dell’uso, la membrana di cellulosa veniva immersa in ac-
qua per almeno 24 ore. Tutte le soluzioni/dispersioni acquose furono preparate
con acqua distillata di fresco.
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2.1.2 Preparazione dei polimeri a ridotto peso
molecolare
La depolimerizzazione ossidativa del Ch commerciale con NaNO2 e` stata de-
scritta in numerose pubblicazioni (vedi, e.g. Janes and Alonso (2003); Liu
et al. (1997) et al., 1997; Mao et al. (2004)). Due grammi di Ch furono sospesi
in 200 mL di acqua, quindi furono aggiunti 7.3 mL di HCl 1 M,e la miscela
fu tenuta in agitazione per una notte a temperatura ambiente, in modo da
avere la completa solubilizzazione del polimero. Successivamente, furono ag-
giunti goccia a goccia 5 mL di NaNO2 0.1 M e l’agitazione fu proseguita a
temperatura ambiente per altre 12 ore. La miscela fu quindi trasferita in un
tubo da dialisi e dializzata contro acqua per 3 giorni, quindi fu portata a pH 8
con NaOH 1M in modo da avere la precipitazione del Ch a PM ridotto (rCh).
Questo fu raccolto per centrifugazione, lavato diverse volte con acqua ed infine
liofilizzato.
La degradazione di HA fu effettuata secondo Shu et al. (2002). Brevemente,
1 g di HA commerciale fu tenuto in 100 mL di HCl pH 0.5 a 37◦C sotto
agitazione per 24 ore, quindi la soluzione fu portata a pH 7.0 con NaOH 1 M
e dializzata contro acqua per 4 giorni [Shu et al. (2002)]. La soluzione fu poi














Figura 2: Struttura dell’HA.
2.1.3 Determinazione viscosimetrica del peso
molecolare dei polimeri
I PM di Ch e HA commerciali sono riportati nel paragrafo dei materiali.
I PM medi di rCh e rHA furono determinati mediante un viscosimetro a
capillare di Ostwald (Cannon-Fenske serie ASTM 75) secondo il procedimento
riportato da Khalid et al. (1999).
La viscosita` ridotta di soluzioni di rCh in Acido acetico 0.1 M/NaCl 0.2
M, o di rHA in NaCl 0.1 M, a diverse concentrazioni nell’intervallo 0.1-0.75
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mg/mL fu determinata usando l’equazione:
ηred = (t− t0)/t0C (2.1)
dove t e t0 rappresentano, rispettivamente, il tempo di flusso della soluzione
e del solvente e C e` la concentrazione della soluzione espressa in g/mL. Il
grafico sperimentale ηred vs C era una retta la cui intercetta sulle ordinate a
C=0 forn`ı la viscosita` intrinseca,[η], da questa fu calcolato il peso molecolare
viscosimetrico del polimero, Mv, espresso in Dalton mediante l’equazione di
Mark-Houwink:
[η] = KMαv (2.2)
I coefficienti K e α nell’equazione 2.2 per il Ch in acido acetico 0.1M/NaCl 0.2
M, determinati da Roberts and Domszy (1982), hanno i seguenti valori:
K = 1.81× 10−3mL/g e α = 0.93.
Usando questi valori ed il valore estrapolato di 45.1 mL/g per [η] (r2=0.952,
n=5) il valore di 32 kDa fu ottenuto dall’equazione 2 per Mv di rCh.
Per HA in NaCl 0.1 M sono stati usati i valori:
K = 4.6× 10−3mL/g e α = 0.8 [Tadmor et al. (2002)]
e fu ottenuto il valore di 469 mL/g per [η] (r2=0.968, n=5). L’inserimento
di questi valori nell’equazione forn`ı un Mv di 470 kDa per HA.
2.1.4 Sintesi dei coniugati N+–rCh
0.5 g di rCh liofilizzato furono disciolti in 20 mL di HCl 0.11 M (pH 4.7). 2g
di DEAE−Cl HCl e 3 mL di NaOH al 15% furono aggiunti in sequenza alla
soluzione di rCh, sotto vigorosa agitazione a temperatura controllata (40, 50
o 60◦C). Il chitosano solido precipito` come una mucillagine dalla soluzione ini-
ziale in seguito all’aggiunta di NaOH. L’agitazione ed il riscaldamento furono
continuati per un totale di 2 ore durante le quali il pH della miscela di reazione
venne mantenuto sotto stretto controllo al valore di 8 mantenendo l’elettrodo
di un pH-metro immerso nella miscela di reazione ed aggiungendo NaOH ac-
quoso concentrato quando necessario. Quindi la miscela, quando la mucillagine
si era completamente disciolta, fu portata a pH 7 con HCl 1 N, chiarificata
mediante filtrazione e purificata mediante dialisi contro acqua. La dialisi fu
continuata finche´ non era piu` presente lo ione cloruro nella fase esterna, quin-
di la soluzione fu liofilizzata per ottenere il prodotto puro. La struttura dei
coniugati chitosano-ammonio quaternario fu confermata per ciascun derivato
dal fatto che gli spettri NMR (non riportati), erano simili a quelli riportati da
Zambito et al. (2006) per i loro coniugati ad alto PM. I derivati sintetizzati nel-
la seguente tesi sono caratterizzati dalle sigle N+–rCh(50◦) e N+–rCh(60◦),
rispettivamente, in cui e` indicata in gradi centrigadi la temperatura alla quale
fu condotta la reazione. Per ogni temperatura la reazione di sintesi fu ripetuta
tre volte per valutarne la riproducibilita`.
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2.1.5 Attacco covalente di gruppi tiolici sui coniugati
N+–rCh
La tiolazione dei derivati N+–rCh fu ottenuta per attacco di TGA ai gruppi
amminici primari non sostituiti ancora presenti sulle catene di N+–rCh attra-
verso la formazione gruppi ammidici mediata da EDAC [Kast and Bernkop-
Schnu¨rch (2001)].
EDAC fu aggiunto a 25 mL di una soluzione acquosa limpida di (2% pe-
so/peso) N+–rCh(50◦) o N+–rCh(60◦), fino ad una concentrazione di 50 mM.
Dopo la completa dissoluzione di EDAC fu aggiunto un eccesso di TGA (0.8 g)
ed il pH fu aggiustato a 5 con NaOH 1 M. La miscela di reazione fu incubata
per 3 ore a temperatura ambiente sotto agitazione e quindi sottoposta a dia-
lisi per 3 giorni. La fase esterna della dialisi fu cambiata quotidianamente: il
primo giorno era HCl 5 mM; il secondo giorno, HCl 5 mM contenente l’ 1% di
NaCl; il terzo giorno HCl 5 mM. Dopo dialisi la soluzione del polimero nel tubo
da dialisi fu liofilizzata per ottenere N+–rCh(50◦)−SH o N+–rCh(60◦)−SH
purificati. I derivati tiolati liofilizzati sono stati conservati a -20◦C al buio. Il
procedimento per la tiolazione di N+–rCh(50◦)−SH o N+–rCh(60◦)−SH fu
ripetuta, come descritto precedentemente, eccetto che non fu aggiunto EDAC
alla miscela.
2.1.6 Determinazione del contenuto di gruppi tiolo e
disolfuro nei derivati N+–rCh−SH
Per determinare i gruppi tiolici il polimero (15 mg) fu sciolto in 10 mL di acqua,
fu aggiunta una soluzione acquosa all’1% di amido (1mL), il pH fu aggiustato
a 3 con HCl 1 M e la soluzione fu titolata con una soluzione acquosa di iodio 1
mM fino ad una permanente colorazione azzurra [Kast and Bernkop-Schnu¨rch
(2001)]. La determinazione del contenuto di tioli fu ripetuta dopo circa un
anno dalla conservazione a -20 ◦C al buio.
Per determinare i gruppi disolfuro, questi furono ridotti a tioli aggiungendo
8 mL di sodio boroidruro acquoso al 10% ad una soluzione di 15 mg di polimero
in 2 mL di acqua ed agitando per 1 ora. Quindi l’eccesso di Sodio boroidruro
fu distrutto portando la soluzione a pH 3 con HCl 1 M ed il contenuto di tioli
fu determinato mediante titolazione iodometrica descritta precedentemente. Il
contenuto in disolfuro fu ottenuto per differenza tra i contenuti in tiolo dei
derivati N+–rCh− ridotti e non ridotti. I contenuti in tiolo libero e disolfuro
furono espressi come grado di sostituzione (%) sulla base delle unita` di ripe-
tizione del polimero o come µmol per g di polimero. I prodotti ottenuti in
assenza del catalizzatore EDAC, titolati con iodio mostrarono un contenuto
di tioli non significativo in tal modo dimostrando la validita` del procedimento
per la purificazione dei polimeri dal TGA, descritto nella sezione 2.1.5
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2.1.7 Marcatura dei polimeri con FITC
Fu seguito un procedimento e` descritto in precedenza da Di Colo et al. (2009).
Una soluzione di FITC in dimetilsolfossido (1 mL, 2 mg/mL) fu aggiunta
ad una soluzione acquosa di ciascun polimero N+–rCh− o N+–rCh−SH (20
mL, 2mg/mL) e la miscela fu incubata a 4◦C per 8 ore. Successivamente la
soluzione fu passata attraverso una colonna di Sephadex G15 per liberare il
polimero marcato da FITC non reagita e quindi liofilizzata. In nessun caso
la colonna di Sephadex G15 trattenne fluorescenza e cio` indico` in tutti i casi
l’assenza di FITC non reagita e quindi la completa marcatura del polimero.
Quindi il legame fluoroforo legato al polimero fu calcolato e risulto` essere il 5%
della massa totale (0.13 mmol/g).
2.1.8 Preparazione e caratterizzazione di
Nanoparticelle basate sui derivati N+–rCh−SH
Aliquote da 50 µL di rHA 0.025 mg/mL in tampone fosfato isotonico pH 7.4,
0.13 M (PB) furono aggiunte consecutivamente a 10 mL di ciascun deriva-
to N+–rCh−SH marcato con FITC o non marcato alla concentrazione di 2
mg/mL in PB sotto continua agitazione, analizzando il sistema mediante light
scattering (Nano Z690 Malvern) per eventuali particelle disperse dopo ogni ag-
giunta. L’aggiunta fu cessata quando si osservo` la formazione di nanoparticelle
nell’intervallo dimensionale di 270-370 nm.
Venne anche misurato il potenziale zeta delle particelle.
ll volume totale di soluzione di rHA usato per la preparazione era di 1.1 mL
sia con i derivati N+–rCh50−SH marcati con FITC che con quelli non marcati,
o 0.7 mL sia con i derivati N+–rCh60−SH marcati con FITC che con quelli non
marcati. La dispersione nanoparticellare fu analizzata continuamente per 6 ore
e dopo 24 ore dalla preparazione, per valutare la dimensione nanoparticellare
media.
Il contenuto di tioli della dispersione nanoparticellare fu determinato me-
diante titolazione iodometrica, come descritto nella sezione 2.1.6, ed espresso
o come µmol per g del derivato rCh usato per preparare le nanoparticelle o
come grado di sostituzione (%) per unita` di ripetizione del derivato rCh. L’in-
terferenza da parte dell’rHa immobilizzato entro le nanoparticelle pote` essere
esclusa verificando la reazione con lo iodio di una soluzione di rHA di concentra-
zione corrispondente. Il contenuto di tioli delle nanoparticelle fu confrontato
con quello di quantita` corrispondenti dei rispettivi N+–rCh−SH progenito-
ri. Il contenuto di tioli fu controllato dopo 24 ore dalla preparazione delle
nanoparticelle.
Per ottenere formulazioni stabili e manipolabili le dispersioni nanoparti-
cellari furono liofilizzate (Virtis, Advantage-53, Stereoglass, Perugia, Italia.
Congelamento: -35◦C per 180 min; essiccamento: 1) -30◦C, 360 min; 2) -10◦C,
360 min; 3) 10◦C, 240 min; 4) 25 ◦C, 180 min). La dispersioni nanoparticellari
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furono rigenerate dai rispettivi liofilizzati mediante aggiunta di acqua e me-
scolando delicatamente, immediatamente dopo la liofilizzazione o dopo 1 mese
dalla conservazione in essiccatore a temperatura ambiente oppure in freezer a
-20◦C. Le dispersione rigenerate furono controllate per opportune dimensioni
nanoparticellari.
2.1.9 Studi di mucoadesivita` ex-vivo
La mucoadesione delle nanoparticelle fu confrontata con quella dei polimeri
costituenti N+–rCh−SH e rHA e dei polimeri non tiolati N+–rCh− (tutti
marcati con FITC e dispersi/disciolti in PB) mediante il seguente procedimento
ex vivo, preso da Pimienta et al. (1992) e modificato.
La mucosa intestinale fu asportata da ratti Winstar maschi non a digiuno
e di peso 250-300 g. Questi furono trattati come descritto nella pubblicazione
‘Guide for the care and use of laboratory animals’ (NIH Publication No 92-
93, revised 1985). Tutti gli esperimenti furono condotti sotto supervisione
veterinaria e i protocolli furono approvati dalla commissione etico-scientifica
dell’universita` di Pisa.
Dopo il sacrificio del ratto, i primi 50 cm di intestino tenue furono imme-
diatamente asportati. Quattro segmenti da 10 cm furono tagliati dall’intestino
isolato, aperti mediante incisione longitudinale e la mucosa fu liberata dai con-
tenuti luminali e delicatamente lavata con PB. Ogni segmento intestinale fu
quindi suddiviso in 3 porzioni per facilitarne la completa immersione in 1 mL
della soluzione, o dispersione da testare, che fu tenuta a contatto con il tessuto
intestinale per 3 ore a 37 ◦C sotto gorgogliamento di una miscela di 95% di
O2 e 5% di CO2. Fu dimostrato in un lavoro precedente che la mucosa intesti-
nale non veniva danneggiata dalle suddette condizioni [Zambito et al. (2009)].
Quindi dopo avere ripristinato il peso dell’acqua evaporata dalla soluzione o
dispersione, furono prelevati 20 µL della soluzione o dispersione, opportuna-
mente diluiti con PB e la concentrazione del relativo materiale marcato con
FITC fu misurata fluorimetricamente con riferimento alla relativa curva di cali-
brazione. Ogni campione testato per la mucoadesivita` fu anche incubato, nelle
condizioni descritte sopra, con un segmento intestinale lungo 10 cm chiuso ad
entrambe le estremita` con una legatura con un filo di cotone, per permettere
il contatto del campione con solo la faccia muscolare del segmento intestinale
escludendo il contatto con la mucosa. Questo serviva ad accertare la possibilita`
di adsorbimento del campione su tale faccia. La frazione della massa adsorbita
e` stata calcolata mediante la seguente formula:
Frazione assorbita(%) = (C1 − C2)/C × 100
dove C1 e C2 sono le concentrazioni del materiale marcato con FITC prima e
dopo l’incubazione, rispettivamente.
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2.1.10 Isolamento e coltura delle cellule progenitrici
endoteliali (EPC)
Le EPC furono isolate da cellule mononucleate totali ottenute da sangue peri-
ferico (PBMC), dopo 3 giorni di coltura in un mezzo selettivo, come preceden-
temente descritto (Di Stefano et al. (2002)). Le PBMC di un donatore umano
sano furono isolate mediante centrifugazione in gradiente di densita` su Lym-
phoprep (Nycomed, Oslo, Norway; densita` 1.077 g/mL) a 400 g per 30 min a
temperatura ambiente, in accordo al protocollo del produttore. Dopo centrifu-
gazione, le cellule all’interfaccia furono accuratamente prelevate e trasferite in
un nuovo tubo da centrifuga. Le cellule sono state lavate due volte con PBS,
centrifugate a 300 g per 10 min e quindi sospese in una miscela di 9 mL di
acqua, 3 mL di KCl 0.6 M portati ad un volume finale di 50 mL con PBS.
Le PBMC isolate (106 cell/cm2) furono trasferite su piastre 96-well (Greiner
Bio One, Frickenhausen, Germania) ricoperte con fibronectina e mantenute
in un mezzo basale endoteliale (EBM2, Cambrex, Walkersville, MD) integrato
con EBM-2-MV-Single Quots contenente fattore di crescita endoteliale umano,
idrocortisone, fattore di crescita insulino-simile, fattore di crescita dei fibro-
blasti, fattore di crescita vasculo-endoteliale, antibiotici e 5% di siero fetale di
bovino (FBS, Cambrex). Le cellule sono state coltivate a 37 ◦C in atmosfera
umidificata con il 5% di CO2.
2.1.11 Trattamento delle EPC
Dopo 4 giorni di coltura, le cellule che non hanno aderito alla piastra furono
rimosse mediante lavaggio con PBS e le cellule aderenti furono incubate per 3 o
12 ore con una dispersione di nanoparticelle preparata da N+–rCh(50◦)-SH o
da N+–rCh(60◦)-SH, come decritto nella sezione 2.1.8 e diluite 25 volte con un
mezzo privo di siero. Alla fine del trattamento, le cellule furono lavate due volte
con PBS ed analizzate immediatamente per la loro vitalita`, oppure sottoposte
ad incubazione con H2O2 1mM per 1 ora prima del test della vitalita`.
2.1.12 Test di vitalita` delle EPC
La vitalita` cellulare fu testata con il saggio WST-1, basato sulla riduzione dei
sali di tetrazolio (WST-1, 4-[3-(4-iodiofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolo]-
1,3-benzene disolfonato, Roche Applied Science, Mannheim, Germany) da
parte della deidrogenasi mitocondriale presente nelle cellule vive. Brevemen-
te, dopo trattamento, le EPC sono state incubate con sali di tetrazolio (10
µL/pozzetto) per 4 ore a 37◦C, e CO2 al 5%. Quindi il colorante formazano
che si e` formato, fu quantificato misurando la densita` ottica a 490 nm mediante
un lettore multipiastra (Titertek). L’assorbanza si correlava direttamente al
numero di cellule metabolicamente attive. La vitalita` fu espressa come percen-
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tuale di cellule vive, calcolata dal rapporto tra l’assorbanza dopo trattamento
e l’assorbanza media del controllo non trattato.
2.1.13 Uptake intracellulare delle nanoparticelle
Le EPC furono incubate per 3 o 12 ore in un mezzo privo di siero con ciascuna
dispersione di nanoparticelle preparata da N+–rCh(50◦)-SH o N+–rCh(60◦)-
SH marcato con FITC, come descritto nella sezione 2.1.8. L’uptake intracel-
lulare fu osservato con un microscopio a fluorescenza (Carl Zeiss, Germania)
ad ingrandimento 10x, dopo una marcature nucleare delle EPC con Hoechst
33258 (1:1000) (Sigma-Aldrich).
2.1.14 Analisi statistica
Tutti i risultati sono espressi come media±DS di n indipendenti esperimen-
ti. I risultati dei test di vitalita` cellulare furono confrontati usando l’analisi
della varianza (ANOVA) per misure ripetute. L’analisi post hoc fu effettuata
mediante il test per i confronti multipli simultanei di Bonferroni.
2.2 Risultati e Discussioni
2.2.1 Sintesi dei coniugati N+–rCh
La reazione di Ch commerciale (Mv=590kDa) con DEAE-Cl e` stata studiata
in passato da Zambito et al. (2006,2008). L’analisi NMR basata su mappe
bidimensionali mostro` che i risultanti derivati avevano la struttura di coniugati
N+–Ch, precisamente, N,O-[N,N-dietilamminometil(dietildimetileneammonio)n]
metil chitosani, contenenti piccole catene pendenti costituite da un piccolo nu-
mero di gruppi ammonici quaternari adiacenti, parzialmente sostituiti sulle
unita` di ripetizione di Ch [Zambito et al. (2006)]. Il grado di sostituzione
(GS) ed il numero medio di gruppi ammonici quaternari in ogni piccola catena
(n) dipendeva fortemente dal pH della miscela di reazione, che doveva essere
strettamente controllato al valore di 7 o 8 affinche´ la reazione di sintesi fosse ri-
producibile [Zambito et al. (2008)]. Nella presente tesi la reazione fu effettuata
a partire da rCh (Mv=32 kDa) nella prospettiva di ottenere coniugati di piu`
basso PM, con i quali preparate nanoparticelle di appropriate dimensioni. E’
stato studiato l’effetto della diminuzione della temperatura sotto 65◦C, cioe` il
valore usato da Zambito et al. (2008), mentre il pH della miscela di reazione fu
mantenuto al valore di 8 per assicurare la riproducibilita` della reazione. Que-
sta, quando fu effettuata a 50 o a 60◦C, dette riproducibilmente coniugati del
tipo N+–Ch sebbene con la catena di rCh, come confermato da spettroscopia
NMR, mentre a 40◦C la reazione o non avveniva o non era riproducibile. I
rispettivi valori di GS e n per i due derivati, riportati in Tabella 3.1, sono
significativamente differenti ed il piu` alto valore di GS corrispondeva al piu`
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basso n. Nella stessa tabella sono riportati i valori di GS e n dell’N+–Ch-8,
che e` il coniugato chitosano-ammonio quaternario ottenuto da Zambito et al.
(2008) dal Ch commerciale a pH 8 ed a 65◦C. Tali valori, sebbene poco dif-
ferenti statisticamente dai rispettivi valori per N+–rCh(60◦) sono in accordo
con l’andamento di GS ad aumentare e quello di n a diminuire con l’aumenta-
re della temperatura. Questa osservazione suggerisce che l’accrescimento delle
catene pendenti di ammonio quaternario richiedeva una piu` bassa energia di
attivazione rispetto alla sostituzione di tali catene sulle unita` di glucosammina,
indipendentemente dalla lunghezza della catena del chitosano. E’ interessante
notare che qualsiasi coniugato chitosano-ammonio quaternario riportato nella
Tabella 3.1, sintetizzato in diverse condizioni di temperatura, portava la media
di una carica positiva per unita` di ripetizione, che e` forse la massima possibile
per questo tipo di polimeri.
2.2.2 Attacco covalente di gruppi tiolici sui derivati
N+–rCh
Dai valori di GS e di acetilazione riportati nella Tabella 3.1, sembra che sui
derivati N+–rCh erano ancora presenti significative frazioni di unita` di gluco-
sammina non sostituite, precisamente, circa il 60% nel caso di N+–rCh(50◦)
e circa il 35% del caso di N+–rCh(60◦). Queste unita` erano potenzialmente
disponibili per l’attacco covalente di gruppi tiolici tramite la formazione di
legami ammidici tra il gruppo amminico primario della glucosammina ed il
gruppo carbossilico del TGA. La nostra analisi ha infatti dimostrato la pre-
senza di gruppi tiolo e disolfuro legati in modo covalente, le cui frazioni nei
prodotti N+–rCh-SH si trovano nella Tabella 3.2. Nella fase ricevente della
dialisi e` stato introdotto NaCl, usata per purificare i polimeri tiolati, allo scopo
di facilitare l’allontanamento del TGA anionico non reagito e la sua sostitu-
zione con cloruro come controanione di N+–rCh-SH. Nel corso della dialisi
fu mantenuto un pH acido perche´ l’ossidazione del tiolo a disolfuro e` favorita
da ambienti neutri/alcalini. Nonostante tutto, la maggior parte dei tioli sub`ı
ossidazione, come appare dal confronto tra contenuto di disolfuro e tioli per
entrambi i derivati tiolati. Malgrado questo, entrambi i polimeri rimasero facil-
mente solubili in acqua. I valori medi di tiolo e disolfuro per N+–rCh(50◦)-SH
riportati in Tabella 3.2 sembrano essere circa il doppio dei rispettivi valori re-
lativi per N+–rCh(60◦)-SH. Cio` praticamente riflette il rapporto tra le unita`
di glucosammina disponibili per la tiolazione, presenti nei rispettivi polimeri
N+–rCh progenitori. Il contenuto in tiolo di ciascun polimero tiolato rima-
se virtualmente immodificato dopo un anno dalla conservazione allo stato di
liofilizzato a -20◦C al buio.
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2.2.3 Caratterizzazione di nanoparticelle ottenute dai
derivati N+–rCh-SH
Le dimensioni medie delle nanoparticelle determinate immediatamente dopo
la preparazione, 24 ore dopo, e dopo ridispersione dei loro liofilizzati immedia-
tamente dopo la liofilizzazione o dopo un mese di conservazione in un freezer a
-20◦C erano sempre comprese nell’intervallo 270-370 nm. D’altra parte, quan-
do il liofilizzato fu conservato in essiccatore a temperatura ambiente per un
mese le dimensioni medie superavano il suddetto intervallo (466 nm).
Il potenziale zeta delle nanoparticelleN+–rCh(50◦)-SH/rHA eN+–rCh(60◦)-
SH/rHA era positivo, precisamente, +3.7 e +12.5, rispettivamente.
I valori di GS e n riportati in Tabella 3.1 suggeriscono una media di una ca-
rica positiva per unita` di ripetizione per i diversi coniugati chitosano-ammonio
quaternario e verosimilmente per i loro derivati titolati. Quindi, i suddetti
valori del potenziale zeta indicano che l’ interazione elettrostatica con il reti-
colante anionico, rHa, era piu` forte nel caso in cui la carica positiva residua
era piu` bassa, cioe` nel caso di N+–rCh(50◦)-SH, caratterizzato da un valore
di GS piu` basso e di n piu` alto.
I contenuti in tiolo delle nanoparticelle, riportati nella Tabella 3.2, non
sembrano significativamente differenti da quelli dei rispettivi polimeri N+–
rCh-SH costituenti, evidentemente perche´ nessuna ulteriore ossidazione dei
tioli e quindi, stabilizzazione da parte di reticolazioni disolfuro accompagnava
la formazione delle nanoparticelle. Queste in ogni caso erano abbastanza sta-
bili, come dimostrato dalla stabilita` delle loro dimensioni medie per 24 ore. In
Tabella 3.2 appare che il numero di tioli liberi delle nanoparticelle non variava
significativamente nel tempo, almeno fino a 24 ore dalla preparazione e cio`
era promettente dal punto di vista del loro contributo alla mucoadesivita` delle
nanoparticelle.
2.2.4 Studi di mucoadesione
Non si verifico` alcun adsorbimento significativo dei prodotti studiati per la
mucoadesivita` sulla faccia muscolare del segmento intestinale. Al contrario,
frazioni di massa significative di nanoparticelle e polimeri in soluzione veniva-
no adsorbiti sulla mucosa intestinale messa a contatto con le loro dispersio-
ni/soluzioni alle concentrazioni di 0.1 o 2.0 mg/mL. Cio` appare dai dati ripor-
tati nelle Tabelle 3.3 e 3.4. L’adsorbimento dei polimeri, mostrato in Tabella
3.3, in tutti i casi era significativamente piu` forte con la piu` alta concentra-
zione della soluzione a contatto. Questo puo` essere preso come un’indicazione
della natura cooperativa dell’interazione tra le macromolecole adsorbite e le
glicoproteine del muco. Questo non era il caso con le nanoparticelle, infat-
ti, l’adsorbimento di qualunque tipo di nanoparticelle sulla mucosa intestinale
non sembra dipendere dalla concentrazione come appare dai dati della Tabella
3.4. Un confronto dei dati riportati in Tabella 3.3 relativi ai derivati N+–rCh
2.2 Risultati e Discussioni 24
tiolati e non tiolati mostra una mucoadesivita` significativamente piu` forte per
quelli tiolati a ciascuna concentrazione ed infatti l’azione sinergica dei gruppi
ammonici quaternari e dei tioli nel promuovere la mucoadesivita` dei derivati
del chitosano e` stata gia` sottolineata nell’Introduzione. Questi dati supporta-
no l’assunzione che le nanoparticelle preparate da polimeri mucoadesivi sono
esse stesse mucoadesive, purche´ la loro superficie mantenga le caratteristiche
dei polimeri che sono responsabili della mucoadesione Questo e` il nostro caso,
come dimostrato dal contenuto di tioli delle nanoparticelle, mostrato in Tabel-
la 3.2 e dalla loro carica positiva superficiale mostrati dai valori del potenziale
zeta e riportati in 2.2.3. Infatti, un confronto dei dati nelle Tabelle 3.3 e 3.4
mostra che, alla concentrazione piu` alta, le frazioni di nanoparticelle adsorbite
sono simili a quelle dei rispettivi polimeri costituenti, mentre alla concentra-
zione piu` bassa le nanoparticelle sono perfino piu` mucoadesive dei polimeri
costituenti.
2.2.5 Uptake intracellulare delle nanoparticelle
L’uptake delle nanoparticelle da parte delle EPC dopo incubazione con nano-
particelle N+–rCh(50◦)-SH/rHA o N+–rCh(60◦)-SH/rHA marcate con FITC
per diversi tempi (3 o 12 ore) e` mostrata dalle immagini in Fig.3. Dopo 3
ore entrambi i tipi di nanoparticelle furono parzialmente internalizzate dal-
le cellule. Le nanoparticelle N+–rCh(60◦)-SH/rHA venivano evidentemente
internalizzate in maggior grado rispetto alle N+–rCh(50◦)-SH/rHA. Questa
differenza puo` essere ragionevolmente correlata alla maggiore carica superfi-
ciale positiva delle prime, che risulta dalle misure del potenziale zeta riportate
nella sezione 2.2.3. Le immagini relative a 12 ore di incubazione mostrano il
progredire del processo di internalizzazione che appare ancora piu` avanzato
per le N+–rCh(60◦)-SH/rHA che per le N+–rCh(50◦)-SH/rHA.
2.2.6 Studi di citotossicita` in vitro
La citotossicita` delle nanoparticelle sulle EPC fu determinata tramite il sag-
gio colorimetrico WST-1. Come mostrato in Fig. 4, l’incubazione delle EPC
con entrambi i tipi di nanoparticelle per 3 o 12 ore non compromise la vi-
talita` cellulare. Infatti, i risultati indicano che la vitalita` delle EPC, era si-
gnificativamente aumentata rispetto ad un controllo non trattato, mediante
incubazione con nanoparticelle N+–rCh(60◦)-SH/rHA per 12 ore (P<0.001).
Questi risultati possono essere interpretati come una conferma della piu` efficace
internalizzazione delle nanoparticelle N+–rCh(60◦)-SH/rHA rispetto alle N+–
rCh(50◦)-SH/rHA da parte delle EPC. I risultati mostrano anche che la vita-
lita` cellulare trae vantaggio da tale internalizzazione. Questo effetto puo` essere
correlato all’attivita` antiossidante dei tioli immobilizzati sulle nanoparticelle.
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2.2.7 Effetti delle nanoparticelle sullo stress ossidativo
Se internalizzate dalle EPC, le nanoparticelle potrebbero proteggere le cellu-
le dallo stress ossidativo in virtu` dell’azione antiossidante dei loro tioli. Per
verificare questa ipotesi, e` stata studiata l’influenza del pretrattamento delle
EPC con le nanoparticelle sull’effetto dell’incubazione delle cellule con H2O2.
Le EPC furono pretrattate con ciascun tipo di nanoparticelle per 3 o 12 ore
e quindi incubate con H2O2 1 mM per 1 ora. Come mostrato nella Fig. 5,
il trattamento con H2O2 riduceva effettivamente la vitalita` delle EPC rispet-
to alle cellule del controllo non trattato (P< 0.001). Dalla figura si vede
anche che il pretrattamento delle EPC con entrambi i tipi di nanoparticelle
risulto` in una maggiore resistenza allo stress ossidativo quando il tempo di
pretrattamento era piu` lungo, sebbene solo il pretrattamento per 12 ore con
le nanoparticelle N+–rCh(60◦)-SH/rHA impediva all’H2O2 di causare qualche
diminuzione significativa della vitalita` cellulare rispetto ad un controllo non
trattato. Considerando che le N+–rCh(60◦)-SH/rHA sono il tipo di nanopar-
ticelle con maggiore capacita` di essere internalizzate, come si vede nella Fig.
3, i risultati sopra riportati possono essere considerati un sostegno all’ipotesi
iniziale di questa sezione. L’effetto protettivo potrebbe essere amplificato se
alcune sostanze antiossidanti fossero introdotte nelle nanoparticelle.
Capitolo 3
Conclusioni
I derivati ottenuti facendo reagire il chitosano depolimerizzato con DEAE-Cl
avevano la stessa struttura di N,O,-[N,N-dietilamminometil (dietildimetilene-
ammonio)n] metil chitosano di quelli ottenuti a partire dal chitosano commer-
ciale, sebbene il primo avesse un PM molto piu` basso. La temperatura di
reazione esercitava un’influenza significativa sulle proprieta` strutturali di tali
derivati come il grado di sostituzione delle strutture cariche positivamente sulle
unita` di ripetizione del chitosano ed il numero di adiacenti gruppi ammonio
quaternario in ciascuna struttura. Tuttavia la media del numero di cariche po-
sitive per unita` di ripetizione del polimero era simile, precisamente,era molto
vicino a 1 per qualsiasi derivato. Il tentativo di immobilizzare gruppi tiolici sul-
le unita` di ripetizione dei coniugati chitosano-ammonio quaternario ha avuto
successo. Nanoparticelle di adeguate dimensioni per l’internalizzazione nelle
cellule furono ottenute mediante gelificazione ionotropica dei derivati titola-
ti con acido ialuronico depolimerizzato. Le nanoparticelle erano abbastanza
stabili per quanto riguarda dimensioni e contenuto in tiolo. Infatti, una retico-
lazione chimica per formazione di ponti disolfuro inter-catena per ossidazione
all’aria dei tioli non e` avvenuta. Le nanoparticelle mostrarono una mucoa-
desivita` significativa, pari e perfino superiore a quella di coniugati chitosano
ammonio-quaternario tiolati perche´ le nanoparticelle mantenevano le caratteri-
stiche, in particolare, carica superficiale positiva e gruppi tiolici immobilizzati
che erano responsabili della mucoadesivita` dei polimeri costituenti le nanopar-
ticelle. Le nanoparticelle hanno mostrato la capacita` di essere internalizzate
dalle cellule progenitrici endoteliali, in relazione diretta all’intensita` della loro
carica superficiale. In virtu` della funzione antiossidante dei loro tioli, le nano-
particelle piu` capaci di essere internalizzate migliorarono significativamente la
vitalita` cellulare e la resistenza delle cellule all’ossidazione da parte del peros-
sido di idrogeno. Si assume che questo effetto positivo potrebbe essere perfino
rafforzato se qualche sostanza antiossidante biocompatibile fosse introdotta
nelle nanoparticelle. La dispersione liofilizzata di nanoparticelle in tampone
fosfato isotonico pH 7.4 potrebbe costituire una formulazione di pratica utilita`
per applicazione orale, dal momento che potrebbe essere introdotta in capsule
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gastro-resistenti e che puo` rigenerare il nanosistema in condizioni tamponate
una volta in contatto con i fluidi fisiologici del tratto gastrointestinale.
Grafici e Tabelle
Tabella 3.1: Effetti della temperatura di reazione (T) sul grado di
acetilazione (GA), sul grado di sostituzione (GS), sul numero di gruppi
ammonio-quaternari nelle catene pendenti (n), dei coniugati chitosano
ammonio-quaternario. Media±DS di 3 preparazioni
T (◦C) Sigla del polimero GA (%) GS (%) n
40a nra nra nra nra
50 N+–rCh(50◦) 12.3±3.6 26.4±7.0 3.8±0.3
60 N+–rCh(60◦) 10.5±0.8 55.3±3.2 2.1±0.1
65b N+–rCh− 8b 18b 59.2±4.5b 1.7±0.1b
a Non riportato perche´ non era riproducibile.
b Dati di Zambito et al. (2008).
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Tabella 3.2: Risultati dell’analisi iodometrica dei polimeri tiolati e delle nanoparticelle













N+–rCh(50◦)-SH 2.8±0.4 87.5±14.0 15.8±2.8 490.8±87.7
N+–rCh(60◦)-SH 1.4±0.3 35.0±6.5 8.3±1.6 205.2±39.6
N+–rCh(50◦)/rHA NPs,
immediatamente dopo preparazione 2.8±0.6 85.9±18.9 ndb ndb
N+–rCh(50◦)/rHA NPs,
24 h dopo preparazione 2.6±0.5 79.9±14.3 ndb ndb
N+–rCh(60◦)/rHA NPs,
immediatamente dopo preparazione 1.8±0.3 45.2±7.4 ndb ndb
N+–rCh(60◦)/rHA NPs,
24 h dopo preparazione 1.9±0.3 47.3±7.6 ndb ndb
a Grado di sostituzione sulle unita` di ripetizione del polimero.
b Non riportato.
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Tabella 3.3: Frazione di massa di differenti polimeri marcati con FITC adsorbiti sulla mucosa
intestinale di ratto da soluzioni a diversa concentrazione (C0). Media±DS (n=3).
C0(mg/mL)
Frazione di massa adsorbita (%)
N+–rCh(50◦) N+–rCh(50◦)-SH N+–rCh(60◦) N+–rCh(60◦)-SH rHA
0.1 30.0±2.6 41.0±2.3 30.8±1.4 38.0±1.5 14.2±1.4
2.0 48.5±5.3 64.4±2.7 52.7±3.9 69.6±2.0 50.0±0.9
Tabella 3.4: Frazione di massa di differenti nanoparticelle marcate con FITC (NPs)
adsorbite sulla mucosa intestinale di ratto da soluzioni a diversa concentrazione (C0).
Media±DS (n=3).
C0(mg/mL)
Frazione di massa adsorbita (%)




Figura 3: Immagini acquisite per mezzo di un microscopio a fluorescenza che mostra-
no l’internalizzazione di nanoparticelle N+–rCh(60◦)-SH/rHA (NP1) o N+–rCh(50◦)-
SH/rHA (NP2) marcate con FITC da parte delle cellule progenitrici endoteliali dopo 3
o 12 h di incubazione.
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Figura 4: Vitalita` delle EPC dopo trattamento con nanoparticelle N+–rCh(60◦)-
SH/rHA (NP1) o N+–rCh(50◦)-SH/rHA (NP2) per 3 o 12 h. La vitalita` e` stata
misurata mediante saggio WST-1 ed espressa come % di cellule vitali (rapporto tra
numero di cellule vitali dopo trattamento e quello relativo al controllo non trattato).
*P<0.001 vs controllo (n=6).
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Figura 5: Effetti delle nanoparticelle sullo stress ossidativo. Le EPC sono state pretrat-
tate con nanoparticelle N+–rCh(60◦)-SH/rHA (NP1) o N+–rCh(50◦)-SH/rHA (NP2)
per 3 o 12 h e quindi incubate con H2O2 per 1 h. La vitalita` e` stata misurata mediante
saggio WST-1 ed espressa come % di cellule vitali (rapporto tra numero di cellule vitali
dopo trattamento e quello relativo al controllo non trattato). *P<0.001 vs controllo
(n=6).
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